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RESUMO 


Com o aumento do diagnóstico de câncer em mulheres jovens e os avanços no seu trata- 
mento, muitas pacientes que poderão ter sua fertilidade comprometida com a quimiote- 
rapia têm manifestado desejo de engravidar futuramente. O congelamento de embriões, 
após fertilização in vitro, para preservar a fertilidade está bem estabelecido. A criopre- 
servação de oócitos por vitrificação evoluiu bastante nos últimos anos, deixando de ser 
experimental. Até 2009 nasceram mais de 900 crianças a partir de oócitos criopreserva- 
dos, sem aumento do risco de anomalias congênitas. O uso de análogos do GnRH para a 
supressão ovariana durante a quimioterapia na tentativa de prevenir a falência ovariana 
prematura apresenta resultados incertos. Outras técnicas ainda são consideradas expe- 
rimentais, como a criopreservação e posterior autotransplante de tecido ovariano. Já 
foram relatados 24 nascimentos com o seu uso, persistindo, entretanto, dúvidas que mo- 
tivam o seu estudo. A maturação de folículos ovarianos in vitro é alternativa promissora 
para preservação da fertilidade nessas pacientes e tem apresentado resultados positivos 
em roedores, macacos e humanos. Muita cautela deve ser tomada com o uso de técnicas 
experimentais, especialmente quando oferecidas para pacientes diante de fragilidade 
emocional. Por isso, é importante transmitir corretamente informações sobre chances de 
gravidez com tratamentos existentes e as limitações das técnicas experimentais. 


Palavras-chave: Preservação da Fertilidade; Criopreservação; Fertilização in 
Vitro;Ovário/antomia & histologia; Estruturas Embrionárias; Oócitos; Técnicas de 
Maturação in Vitro de Oócitos; Hormônio Liberador de Gonadotropina/análogos & 
derivados. 


ABSTRACT 


With the increased number of cancer diagnoses among young women and the advances in 
treatment, many patients who may have had their fertility compromised by chemotherapy 
express desire to become pregnant in the future. Freezing embryos for later IVF so as to 
preserve fertility is a well established process. Oocyte cryopreservation by vitrification 

has evolved greatly in recent years and is no longer considered experimental. By 2009 
more than 900 children were born from cryopreserved oocytes, without increased risk of 
congenital anomalies. The preventive use of GnRH analogues for ovarian suppression 
during chemotherapy to avoid premature ovarian failure has uncertain outcomes. Other 
techniques such as cryopreservation of ovarian tissue for later autograft are still considered 
experimental. Although use has already been reported in 24 births, doubts still persist and 
motivate further stud). In vitro maturation of ovarian follicles is a promising alternative 

for preserving patient fertility and has shown positive results in rodents, monkeys, and 
humans. Caution should be used with experimental techniques, especially when offered 
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to emotionally fragile patients. Therefore it is important 
to thoroughly convey information on the chances of 
pregnancy with existing treatments and the limitations of 
experimental techniques. 


Key words: Fertility Preservation; Cryopreservation; Fertil- 
ization in Vitro; Ovary/anatomy & histology; Oocytes; Em- 
bryonic Structures; In Vitro Oocyte Maturation Techniques; 
Gonadotropin-Releasing Hormone/analogs & derivatives. 


INTRODUÇÃO 


A cada ano um número maior de mulheres jovens 
terá diagnóstico de câncer. No Brasil, em 2008, foram 
relatados cerca de 30.000 casos de câncer em mulhe- 
res abaixo de 44 anos e estima-se que em 2012 foram 
52.680 novos casos de câncer de mama e 4.450 de 
linfoma não Hodgkin.! Com o diagnóstico precoce 
e avanços no tratamento, muitas mulheres têm sido 
curadas, muitas ainda não tendo engravidado ou não 
tendo a prole definida no momento do tratamento, 
desejando engravidar futuramente. A radioterapia 
realizada na pelve pode levar à falência ovariana e 
algumas das drogas e esquemas utilizados na quimio- 
terapia podem ter efeito tóxico sobre as gônadas, po- 
dendo levar à infertilidade por diminuição da reserva 
ovariana e até a ooforectomia em alguns casos. 

Quase três quartos das mulheres sem filhos no mo- 
mento do diagnóstico do câncer desejam engravidar 
futuramente e 81% dos adolescentes e 93% dos seus 
pais estão interessados na preservação da sua fertilida- 
de, mesmo que os tratamentos sejam experimentais. 
Algumas mulheres descrevem a perda da fertilidade, 
consequente ao tratamento do câncer, como evento 
tão dramático quanto o diagnóstico do câncer 

As mulheres entre 14 e 40 anos candidatas à qui- 
mioterapia e com chance elevada de comprometi- 
mento da função ovariana devem ser aconselhadas 
por especialista em Medicina Reprodutiva e em con- 
cordância com o oncologista responsável em relação 
aos métodos de preservação de fertilidade.”* Entre- 
tanto, por se tratar de momento crítico, com mui- 
tas decisões a serem tomadas em curto período de 
tempo, essa conduta não é frequentemente seguida 
pelos oncologistas. Além disso, pacientes e médicos 
sentem também dificuldade em obter informações 
atualizadas e acesso aos procedimentos de preserva- 
ção da fertilidade. Niemasik et al avaliaram o que 
as mulheres sobreviventes de câncer se recordavam 
sobre os riscos de infertilidade relacionados ao trata- 
mento no momento do seu diagnóstico, com o objeti- 
vo de identificar as barreiras para o aconselhamento 


da preservação da fertilidade. Quase a metade das 
mulheres não se lembrava a respeito do aconselha- 
mento sobre reprodução e preservação da fertilida- 
de. O prognóstico incerto, o risco de recorrência e 
a barreira de comunicação médico-pacientes podem 
levar à ausência de informações adequadas a essa 
população de pacientes.”!º 


OPÇÕES PARA PRESERVAÇÃO 
DA FERTILIDADE FEMININA 


Algumas das técnicas usadas atualmente para a 
preservação da fertilidade já estão bem estabelecidas, 
como a fertilização in vitro e posterior congelamento 
de embriões. Outras são mais recentes e ainda apre- 
sentam resultados incertos, como o congelamento de 
oócitos maduros e o uso de análogos do hormônio libe- 
rador das gonadotrofinas (GnRH). E ainda existem téc- 
nicas consideradas experimentais, como a criopreser- 
vação e posterior autotransplante de tecido ovariano. 


Criopreservação de oócitos ou embriões 


A criopreservação de embriões e a criopreserva- 
ção de oócitos são alternativas para pacientes que 
serão submetidas ao tratamento contra o câncer e 
manifestam desejo em preservar sua fertilidade. São 
destinadas a pacientes em período reprodutivo e que 
podem ser submetidas à estimulação ovariana pre- 
viamente ao tratamento do câncer. Incluem as etapas 
de estimulação ovariana com análogos do GnRH, go- 
nadotrofinas urinárias ou recombinantes (hormônio 
folículo estimulante — FSH; hormônio luteinizante — 
LH: e gonadotrofina coriônica humana — hCG), mo- 
nitoração ultrassonográfica e punção ovariana para 
aspiração folicular, guiada por ultrassonagrafia trans- 
vaginal, sob analgesia. Os oócitos obtidos podem ser 
congelados no mesmo dia da coleta ou fertilizados 
com espermatozoides do parceiro e os embriões con- 
gelados no terceiro ao quinto dias de cultivo. 

Em caso de boa resposta ao tratamento do cân- 
cer, com bom prognóstico e autorização pelo onco- 
logista responsável, os embriões podem ser descon- 
gelados e transferidos para o útero da paciente após 
breve preparo hormonal. Em caso do congelamento 
de oócitos, eles devem ser descongelados e fertiliza- 
dos com os espermatozoides do parceiro. Após breve 
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período de cultivo em laboratório, os embriões serão 
transferidos para o útero da paciente. 

Essas duas opções exigem 15 a 20 dias para a in- 
dução e coleta dos oócitos antes do tratamento onco- 
lógico. Para muitos oncologistas e pacientes, essa es- 
pera pode ser impediente do processo, por temerem 
a piora do prognóstico, principalmente em câncer 
hormônio-dependente, pela elevação dos níveis de 
estradiol durante a indução, o que pode ser evitado 
quando se associa um inibidor da aromatase como 
oletrozol ao processo de estimulação ovariana. 

A criopreservação de embriões é técnica bem 
estabelecida, com taxas de gravidez por ciclo de em- 
briões descongelados semelhante à dos ciclos com 
transferência de embriões a fresco. 

As chances de gravidez futura dependerão da 
idade da paciente no momento do congelamento, 
podendo ser de 20 a 40%!l14 e atingir 50% por transfe- 
rência em mulheres com menos de 35 anos.!51” 

A criopreservação de oócitos por vitrificação evo- 
luiu bastante nos últimos anos, deixando de ser con- 
siderada experimental.! 

Até 2009 nasceram mais de 900 crianças a partir 
de oócitos criopreservados, sem aumento do risco de 
anomalias congênitas.!º:20 

Embora eficaz, o congelamento de oócitos e em- 
briões exige o uso da tecnologia de fertilização in vitro 
e cultura de embriões, uso de medicação indutora de 
ovulação, monitoramento da ovulação, equipamen- 
tos e laboratório sofisticados e equipe treinada. Não 
restauram a função ovariana, mas dão chances de se 
obterem gestações futuramente. No caso do conge- 
lamento de embriões, existem questões éticas poten- 
ciais futuras, caso ocorra o falecimento da paciente 
ou separação do casal. Só se aplicam às mulheres no 
menacme, com função ovariana estabelecida, não 
podendo ser utilizadas em crianças, e exige em torno 
de 15 a 20 dias antes do tratamento oncológico. 


Criopreservação de tecido ovariano 


O congelamento de tecido ovariano retirado da 
paciente antes do início do tratamento e posterior au- 
totransplante é técnica promissora, em evolução, e 
necessita de pesquisa adicional. Já foi realizada com 
sucesso em diversas espécies animais.” Foi realizada 
em humanos pela primeira vez em 1996, em paciente 
que já havia sido submetida à quimioterapia. São re- 
latados casos e pequenas séries desde então, com o 
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reimplante do tecido ovariano no local original (orto- 
tópico): ou em localizações diversas, como parede 
abdominal ou antebraço. 

Foram relatados alguns casos com retorno da 
função ovariana após o transplante do tecido e ou- 
tros em que foi possível a aspiração de oócitos após 
estimulação do ovário implantado em antebraço ou 
abdome. Em 2004, na Bélgica, foi descrita a primeira 
gestação espontânea após transplante ortotópico. 

A relação entre essa gestação e o transplante do te- 
cido criopreservado foi colocada em dúvida logo após 
a sua publicação.” O debate foi retomado em 2012, 
após reanálise dos prontuários e de sinais de ovulação 
no tecido ovariano que restou na paciente. Foi questio- 
nado se a gravidez havia resultado do tecido transplan- 
tado ou desse tecido ovariano residual.30 

A função ovariana residual antes do transplante, 
que poderia levar à gestação espontânea, é questão re- 
corrente quando se discutem os relatos de gestação.º!º2 

Outros relatos de gestação, incluindo um nasci- 
mento após o reimplante de tecido ovariano em pa- 
ciente submetida à ooforectomia bilateral por absces- 
sos ovarianos, confirmam a sua eficácia. 

Estima-se que 24 nascimentos tenham ocorrido após 
o transplante de ovários criopreservados, nenhum ain- 
da no Brasil.º23! Mais quatro gestações estão em evolu- 
ção, tendo ocorrido até então mais de 60 casos, em três 
centros europeus.” Diversos centros em todo o mundo 
realizam esse procedimento com resultados positivos;* 
e ainda existem pacientes com câncer que têm frag- 
mentos de tecido ovariano criopreservado aguardando 
o término do tratamento e a liberação dos oncologistas 
para a recolocação do mesmo no organismo. 

Persistem diversas dúvidas relacionadas ao pro- 
cedimento, que ainda motivam a realização de diver- 
sos estudos na área, tais como: quantidade de tecido 
a ser criopreservado; melhor técnica de criopreser- 
vação; riscos de transplantar células malignas; me- 
lhor local para o transplante; técnicas para reduzir a 
isquemia tecidual e melhorar a implantação e função 
do tecido ovariano; quanto tempo a função ovariana 
será mantida; quanto tempo o tecido pode permane- 
cer criopreservado; qual a probabilidade de se conse- 
guir uma gestação. 

Os fragmentos de tecido ovariano são obtidos por 
videolaparoscopia, cirurgia minimamente invasiva, 
bem estabelecida e com baixos índices de morbi- 
mortalidade. Geralmente a recuperação pós-operató- 
ria é rápida e a paciente é encaminhada para início 
da quimioterapia. São retiradas amostras de tecido, 
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que são levadas ao laboratório para a realização do 
processo de criopreservação. É proposta a retirada 
e o congelamento de um ovário inteiro; contudo, 
esse tipo de procedimento pode comprometer a ferti- 
lidade caso o tratamento do câncer não cause falên- 
cia ovariana. Além disso, o congelamento do ovário 
inteiro é mais difícil, pelo número de células envolvi- 
das e a dificuldade de penetração dos crioprotetores. 
Atualmente, o que se tem feito é a criopreservação de 
fragmentos do córtex ovariano, que pode ser trans- 
plantado de volta ao corpo da paciente após a recu- 
peração e restabelecimento da saúde da mesma após 
o tratamento do câncer. 

O padrão-ouro para a criopreservação de tecido 
ovariano tem sido o congelamento lento. Entretanto, 
o método de vitrificação tem ganhado popularidade, 
em virtude dos seus bons resultados obtidos com o0ó6- 
citos e embriões.*”“2 O período pelo qual o tecido ova- 
riano permanece criopreservado parece não interfe- 
rir na eficácia do método ou nos resultados. Os danos 
causados pelo processo de criopreservação em até 30 
dias parecem se manter após 180 dias ou mais. 

Os nascidos vivos até o momento foram obtidos 
a partir de criopreservação de tecido ovariano pelo 
congelamento lento. O congelamento lento possui 
como principal característica a utilização da curva 
de congelamento, que reduz gradualmente a tempe- 
ratura. Geralmente utiliza-se uma curva de 0,3ºC por 
minuto dependendo do material a ser criopreservado. 
Para se obter equilíbrio entre os diversos elementos 
celulares, concentrações baixas de crioprotetores são 
utilizadas na tentativa de favorecer a não formação de 
cristais de gelo intracelular.'! No entanto, essas con- 
centrações podem não ser capazes de eliminar toda a 
água do interior do material, formando, assim, cristais 
de gelo, que poderão causar danos celulares. 

A formação de gelo acontece quando o efluxo 
da água intracelular não ocorre de modo eficiente, 
impossibilitando a desidratação celular adequada. 
Neste caso, a água que permanece no interior da 
célula congela, formando os cristais de gelo. A for- 
mação desses cristais precisa ser prevenida por meio 
da remoção da maior quantidade de água intracelu- 
lar possível, o que ocorre quando o resfriamento é 
suficientemente lento, na tentativa de evitar a injúria 
celular. À formação de cristais de gelo, o choque os- 
mótico e a toxicidade dos crioprotetores limitam o 
sucesso da criopreservação, pois afetam a sobrevi- 
vência e alteram a funcionalidade dos folículos ova- 


rianos após o procedimento de criopreservação do 
tecido ovariano. 

Com o objetivo de minimizar essas questões, o 
método de vitrificação vem ganhando mais atenção 
e sendo testado, pois age de maneira rápida a baixís- 
simas temperaturas, além de transformar o líquido de 
dentro da célula em estágio semelhante ao do vidro. 

Atualmente a vitrificação é técnica amplamente 
usada para o congelamento de oócitos, embriões e te- 
cido ovariano. Contudo, trata-se de técnica que requer 
altas concentrações de agentes crioprotetores e alta 
velocidade durante o congelamento. Essa alta con- 
centração dos crioprotetores pode induzir toxicidade 
celular e causar trauma osmótico.” Diante disso, ainda 
existem muitas especulações a respeito de qual seria a 
técnica mais adequada para ser usada rotineiramente. 

Quando se trata de tecido ovariano, muitos esfor- 
ços têm sido feitos no sentido de comparar o conge- 
lamento lento com a vitrificação. Os resultados ainda 
são controversos, reflexos de tamanhos variados de 
tecido criopreservado, uso de diferentes tipos e con- 
centrações de crioprotetores e heterogeneidade do 
tecido folicular, que podem favorecer o método de 
congelamento lento!“ ou a vitrificação" ou conside- 
rar que são equivalentes em eficácia. 

A técnica de criopreservação de tecido ovaria- 
no tem sido vista como tratamento promissor, visto 
que, em vários animais, como primatas” e huma- 
nos, tem apresentado bons resultados, já tendo 
sido reportados atualmente 24 nascidos vivos no 
mundo após congelamento de tecido ovariano e 
posterior autotransplante.8:2:34,55 

Contudo, atualmente, ainda existem obstáculos 
em relação ao autotransplante de tecido ovariano 
criopreservado, devido a fatores como lesão isquê- 
mica, assim como danos causados pelo processo 
durante o congelamento lento. A maior preocupação 
em investir no autotransplante é a reinserção de célu- 
las malignas de volta às pacientes após o tratamento 
de câncer.” Ao considerar essa possibilidade, seria 
recomendável a maturação de folículos in vitro após 
a criopreservação do tecido ovariano. Essa técnica, 
porém, ainda é considerada bastante experimental. 
À magnitude do risco de reinserção de células malig- 
nas é desconhecida, não tendo sido relatado algum 
caso em humanos. Têm sido desenvolvidas técnicas 
para se identificarem células malignas no tecido, uti- 
lizando imuno-histoquímica e reação em cadeia de 
polimerase (PCR). Recomenda-se, atualmente, evitar 
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o retransplante em pacientes com alto risco de apre- 
sentarem metástase ovariana.º 

Para evitar totalmente esse risco, a maturação dos 
folículos in vitro e a fertilização em laboratório pode- 
riam ser boa alternativa; além disso, a alternativa para 
se evitar o risco de recidiva constitui-se no transplan- 
te de folículos isolados, que após o descongelamento 
são transplantados em suspensão, o que tem mostrado 
bons resultados e até nascidos vivos em experimentos 
com camundongos.” Estudos com xenotransplante 
mostram que folículos humanos isolados após trans- 
plantados são capazes de sobreviver e crescer. 

Muitas dúvidas ainda existem em relação ao me- 
lhor local para o retransplante. Já foram colocados 
fragmentos de tecido ovariano no antebraço, parede 
abdominal e torácica ou ortotópica. Em situações de 
retransplante fora da superfície ovariana já se conse- 
guiu, com estímulo com gonadotrofinas, o crescimento 
folicular, captação de oócitos e produção de embriões 
após fertilização in vitro, mas ainda não foi obtida gravi- 
dez. Existe dificuldade para o crescimento folicular que 
não atinge o diâmetro habitual pré-ovulatório.* 

À tendência tem sido o transplante do tecido sobre 
a superfície ovariana restante para permitir a gestação 
espontânea ou para uma bolsa de peritônio feita na ca- 
vidade pélvica, ambos por videolaparoscopia. Existem, 
entretanto, dificuldades técnicas importantes a serem 
estudadas, incluindo a necessidade de reconstituição 
vascular do tecido ovariano ou estímulo da angiogênese 
no local receptor. Talvez o maior obstáculo à função ova- 
riana seja a isquemia que ocorre até que o ovário esteja 
adequadamente implantado. A maior parte das perdas 
de conteúdo folicular acontece nesse período. Estudos 
têm sido feitos com o uso de componentes potencial- 
mente capazes de estimular a angiogênese e facilitar a 
implantação.” Mesmo com as dificuldades, existem vá- 
rios registros de nascidos vivos após criopreservação do 
tecido ovariano e seu retransplante ortotópico. 


Maturação in vitro de folículos 
e fertilização in vitro 


A técnica consiste no isolamento de folículos 
pré-antrais a partir do córtex do tecido ovariano e a 
maturação in vitro dos folículos isolados, até que os 
mesmos atinjam o estágio antral e possam ser obtidos 
oócitos maduros a partir deles, que poderiam ser ferti- 
lizados em laboratório com o sêmen do companheiro. 
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Essa técnica pode descartar o risco teórico da 
recidiva da doença em caso de retransplante, prin- 
cipalmente diante de câncer ovariano embora não 
existam estudos que reportem esse fato. 

A maturação folicular in vitro ainda é considera- 
da experimental. O desenvolvimento das condições 
ideais de cultivo folicular é dos maiores desafios 
da tecnologia da reprodução. É necessária mais 
compreensão dos requisitos fisiológicos dos oóci- 
tos, das células da granulosa e da teca e até mesmo 
das células estromais. A fisiologia que envolve o 
desenvolvimento folicular é complexa e ainda não 
compreendida integralmente.” 

Existem resultados positivos em experimentos 
com roedores,” primatas não humanos (macacos 
Rhesus)*2S e humanos.“ São descritos nascidos vivos 
de camundongos férteis obtidos a partir de oócitos 
que vieram de folículos maturados in vitro e em- 
briões de primatas não humanos foram produzidos 
com sucesso. 

São ainda necessários extensos estudos acerca 
da foliculogênese e da técnica de maturação para 
que esta possa ser de fato estabelecida rotineiramen- 
te e oferecida às pacientes. 


Uso de análogos do GnRH 


À supressão ovariana temporária com o uso de 
análogos do GnRH durante a quimioterapia tem sido 
proposta para prevenir falência ovariana prematura, 
entretanto, o seu valor é controverso. A razão para 
uso dessa técnica consiste na maior resistência dos 
ovários pré-puberais à quimioterapia observada em 
animais e em humanos.*% O mecanismo de ação 
desse medicamento ainda não está totalmente de- 
finido, já que o principal efeito conhecido do blo- 
queio hipotalâmico seria sobre a coorte ovulatória e 
não sobre os folículos primordiais, que são os prin- 
cipais componentes da reserva ovariana. Não estão 
demonstradas taxas de amenorreia diferentes em 
pacientes que usaram o análogo do GnRHº”? e seu 
papel real aguarda novos estudos. 


CONCLUSÕES 


A oncofertilidade (área de preservação da 
fertilidade em pacientes com câncer) apresenta gran- 
des avanços e ótimas perspectivas. Devem ser envol- 
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vidos, de forma multidisciplinar, oncologistas, hema- 
tologistas, mastologistas, especialistas em Medicina 
reprodutiva, urologistas, embriologistas e psicólogos 
para prestarem atendimento rápido, eficiente e aco- 
lhedor às pacientes. A opção pelo uso de técnicas 
experimentais, especialmente quando oferecidas 
para pacientes em situações de fragilidade emocio- 
nal, deve ser cautelosa. Vários fatores, especialmen- 
te idade da paciente, tipo histológico do tumor, es- 
tadiamento da doença, regimes de quimioterapia e/ 
ou radioterapia e prognóstico do tratamento devem 
ser exaustivamente discutidos” com a paciente e seus 
familiares, que devem receber apoio psicológico ade- 
quado e informação correta sobre as reais chances 
de obtenção de gestação futura com as técnicas esta- 
belecidas e as limitações das técnicas experimentais. 
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